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研究成果の概要： 
極微量の培養液中で極少数の細胞の機能を解析するためのマイクロデバイスを開発すること
を目的とした。このために、電気化学的反応を利用した送液機構の集積化、培養培地をサンプ
リングし、なおかつ電気化学的に測定する機構を新しく構築した。構築した目的別のいくつか
のマイクロデバイスを用いて、細胞の機能や応答をナノリットルスケールで解析できることを
示した。 
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１．研究開始当初の背景 
 DNA チップ、プロテインチップの研究はこ
の１０年間で華々しく展開し、分子生物学等
の基礎的分野に加え、創薬や医療診断などへ
の応用が進められている。このようなバイオ
チップテクノロジーの次のターゲットとし
て、細胞チップの研究開発が今後１０年以内
に飛躍的に展開するものと予想されている。
特にその応用分野として、創薬スクリーニン
グの際の動物実験代替法や、膨大な合成化学
物質群の生体・環境への影響を評価するツー
ルとして注目されている。このような細胞チ
ップの開発は、創薬に費やされるコストや時
間を削減するばかりでなく、世界的に問題と
なっている動物実験の大幅な削減にもつな
がる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上述のような次世代細胞セン
シングの基盤となる細胞チップデバイスを
開発することを目的とする。特に本研究では、
高感度な電気化学センシングシステムを備
えた次世代の細胞チップデバイスを開発す
るために、(1)細胞微小環境を制御した細胞ア
レイ技術、(2)細胞情報の高感度検出技術、(3)
オンチップ超微量送液ネットワークシステ
ムの３つの基盤技術を開発し、これらを組み
合わせた電気化学細胞チップシステムを構
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築する。 
 
３．研究の方法 
 本研究で使用したデバイスの多くでは、細
胞を培養したり、培地等を貯留する微小容器
および液体を輸送する微小流路の形成が必
要になるが、これは厚膜フォトレジスト
(MicroChem 製、SU-8)で形成した微小な型に、
ポリジメチルシロキサン（PDMS）プレポリ
マー溶液を流し込んで硬化させ、はがすこと
により行った。 
 送液デバイス、センシングデバイスで電気
化学的原理に基づくものは、基本的には共通
の構造を有している。微小 3 電極系は、ガラ
ス基板上にフォトリソグラフィーにより形
成した。一部の変則的な場合を除き、作用極
と対極には白金を、参照極には銀／塩化銀を
使用した。電位制御はポテンショスタットに
より行った。送液機構の評価は、フルオレセ
イン溶液を流し、蛍光顕微鏡下で写真撮影す
ることにより行った。 
 細胞は、ラット初代肝細胞、ヒト肝がん細
胞（Hep G2）、マウス繊維芽細胞を使用した。
これらの細胞は、エタノール滅菌したデバイ
ス中に播種した。初代肝細胞は、肝臓の重要
な機能の一つであるアンモニア代謝能の評
価に使用した。Hep G2 および繊維芽細胞は、
抗がん剤などの薬剤による細胞傷害の評価
に使用した。 
 
４．研究成果 
 細胞機能解析を行うために、微量な流体を
移動させる機構が必要である。これを行うた
めに、２つの方法を検討した。一つはエレク
トロウェッティング、もう一つは気泡の生成
消滅である。いずれの方法も、電気化学的に
制御できる。エレクトロウェッティングは電
極電位を変えることにより電極表面の濡れ
性を制御する手法である。PDMS を用い、電
極部を細くした流路構造を用いることによ
り、電極電位により開閉を制御できるバルブ
を実現した。この研究は将来的に本研究で開
発したような種々のデバイスへの適用が考
えられるため、一つの独立した流れとして研
究を継続した。その結果、マイクロ突起構造
を電極に形成するによりエレクトロウェッ
ティングをより効率的に起こすことができ
ることや、pH 応答性電極を含む変則的三電
極系を用いることにより、pH 応答性バルブ
が構築できることを示した。 
 このようなマイクロシステムでは、通常、
連続的な流体が用いられる。しかし、細胞機
能の評価を行うためには、この方法では多く
の溶液量を必要とするため、好ましくない。
この問題を解決するには、溶液を微小な断片
（プラグ）の形で流路中に置き、操作するの
が有利である。プラグ方式では、(1)一つの流
路中で多数の溶液を扱える、(2)必要とする溶
液量を桁違いに少なくできる、(3)混合が迅速
である、等の利点がある。多数のプラグを効
率的に処理するため、メイン流路と操作用流
路からなる T 字型流路を使用した。操作用流
路を使用することにより、プラグの計量、分
割、混合、並べ替え等の操作を行うことがで
きる。これを用いて、複数サンプル中の酵素
反応の解析が一括して行えることを示した。 
 また、溶液プラグを送液するために、水素
気泡を生成し、その体積変化により溶液を輩
出するインジェクタと、これにより形成され
た溶液プラグ列を順次移動させる送液シス
テムも開発した。 
 細胞機能解析では pH 制御が至るところで
必要になる。そこで、変則的 3 電極系を用い
た電気化学的 pH スタットを作製した。参照
極として、通常用いられる銀／塩化銀の代わ
りに、イリジウム酸化膜 pH 電極を使用した。
また、作用極には銀／塩化銀を、対極にはイ
リジウムを使用した。pH 変化により引き起
こされるわずかな電位変化により、作用極上
で大電流が流れ、対極上では pH を元に戻す
方向に変化が起こる。これを用いて pH 滴定
が行えることを示し、さらにプロテアーゼ活
性の測定に応用できることを示した。 
 微量化学物質を検出する方法として、電気
化学発光がある。細胞機能解析デバイスの基
礎として Ru(bpy)3
2+を用い、自動的に電気化
学発光によるアミノ酸の検出を行うデバイ
スを作製した。エレクトロウェッティングに
より自動的に開くバルブ、pH 制御機構、フ
ォトダイオードによる検出系を搭載した。pM
オーダーのプロリンを検出することができ
た。電気化学発光は蛍光検出と異なり、バッ
クグラウンドの影響を受けないため、高感度
化に適している。これらを応用して、細胞膜
中のトランスポーターの機能を調べるデバ
イスも作製したが、これについては現在引き
続き検討を行っている。 
 
図１ T 字型流路によるプラグの入れ替え
操作 (Anal. Chem., 80 (2008) 6206) 
  
これらの基盤技術を組み合わせて、細胞の
機能評価を行った。まず初代肝細胞を培養チ
ャンバ（1 µｌ）に 1 mM のアンモニアを含む
培地とともに播種した（図２）。培養チャン
バから培地をサンプリングする機構にはエ
レクトロウェッティングを用い、播種後 30
分間毎に 12 nl の培地をサンプリングした。
サンプル中のアンモニアは近傍に形成した
セバリングハウス型アンモニアガス電極に
より定量した。アンモニア濃度の変化は培養
３時間に渡ってモニタリングでき、また培地
必要量は従来の 2000 分の１以下であるにも
関わらず従来法とほぼ一致する結果が得ら
れた。送液、センシングをすべて電気化学的
原理に基づいて構築しており、さらなる微小
化、集積化も可能である。 
次に、さらに幅広い用途の細胞試験に応用
するために、細胞密度の調節、分析試薬の調
製、添加などといった操作を全てチップ内で
行えるプラグ型溶液操作を用いたチップデ
バイスを構築した。図３に試作デバイスの写
真と構造図を示す。このデバイスでは、流路
上流に設けているT字に分岐した流路によっ
て細胞懸濁液や各種溶液を計量・希釈し、
様々な条件のプラグを作製するとともに、下
流に設けた複数の培養領域で細胞評価試験
を行う。まず、抗がん剤であるマイトマイシ
ンCおよびフルオロウラシルの薬効試験を行
った。つまり、それぞれの薬剤濃度の異なる
プラグを作製し、Hep G2 に作用させることに
よって、抗がん剤効果の濃度依存性を評価し
た。さらに、本システム内で、細胞活性の１
つの指標となるグルコース代謝量を測定し、
その細胞密度依存性を評価した。この測定原
理には、オンチップ蛍光分析を用いた。抗が
ん剤、グルコース代謝のどちらにおいても、
一般的な培養ディッシュと同等の結果が得
られ、培地消費量を 1000 分の１に低減し、
様々な細胞分析が可能であることが示され
た。 
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